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(57) Abstract 

A process for selectively eliminating (purging) tumour cells from preparations containing CD34— positive cells using CD44— specific 
antibodies is disclosed. The invention is based on the surprising discovery that CD34-positive cells, unlike many tumour cells, do not 
express the variant exons CD44v5 and CD44vt, or only to a very minor extent. A new molecular marker is thus provided by means of 
which tumour cells that contaminate strain cell preparations can be selectively destroyed. To destroy tumour cells, CD44v-specific antibody 
molecules can be linked to a cytotoxic agent, for example the exotoxin of the species pseudomonas. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur selektiven Entfemung (purging) von Tumorzellen aus Praparationen, die 
CD34-positive Zellen enthalten, mit Hilfe CD44-spezifischer Antikfirper. Diese Aufgabe konnte auf Grundlage des tiberraschenden Befundes 
gel5st werden, daB CD34-positive Zellen im Gegensatz zu vielen Tumorzellen die varianten Exons CD44v5 und CD44v6 nicht oder in sehr 
geringem MaBe exprimieren. Damit wind ein neuer molekularer Marker bereitgestellt, mit dessen Hilfe kontaminierende Tumorzellen in 
Stammzellpraparationen selektiv zerst5rt werden konnen. Zur Z«rst6rung der Tumorzellen konnen CD44v-spezifische Antikttrpermolektlle 
mit einem zytotoxischen Agens verknOpft werden, beispielsweise mit dem Exotoxin der Gattung Pseudomonas. 
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Verfahren zur Tumorzelldepletion CB34-po$itiver Zellen 

Die vorliegende Erfmdung betriffi ein Verfahren zur selektiven Entfernung (purging) 
von Tumorzellen aus Praparationen, die CD34-positive Zellen enthalten, mit Hilfe CD44- 
spezifischer Antikorper. 

Autologe Knochenmarkstransplantation ist nicht nur bei Therapie von Leukamie, son- 
dern auch in der Therapie solider Tumoren von steigender Wichtigkeit. Der Nutzen autolo- 
ger Knochenmarkstransplantationen wird durch ein erhohtes Rezidivrisiko im Verlauf der 
Knochenmarksrekonstitution beeintrachtigt. Dieser Ruckfall konnte von malignen Zellen 
herstammen, die die Knochenmarksfraktion in unterschiedlichem MaBe kontaminieren (1,2, 
3). 

Es existieren verschiedene Strategien, die Kotransplantation maligner Tumorzellen bei 
der autologen Transplantation zu verhindern. Die gebrauchlichste Methode, die Tumormas- 
se zu reduzieren, ist Knochenmarksreinigung (bone marrow purging). Knochenmarkszellen 
werden mechanischen oder chemischen Verfahren unterworfen (4). Damit kann eine Ver- 
ringerung der malignen Zellen um Werte von 3 bis mehr als 5 log erreicht werden (5, 4, 6), 
jedoch werden die malignen Zellen nicht in jedem Falle ausgerottet. Eine kiirzlich ange- 
wandte Methode ist die Anreicherung und Reinfiision von hamatopoetischen Stammzellen. 
Im Menschen exprimieren hamatopoetische Stammzellen CD34. Es wurden verschiedene 
Ansatze entwickelt, CD34-positive Zellen erfolgreich zu isolieren, wobei Immunoabsor- 
bens-, immunomagnetische oder Zentrifiigationsverfahren verwendet werden (7). Bis heute 
ist es kaum moglich, die gewiinschte Zellpopulation im klinischen MaBstab bis zur Homo- 
genitat anzureichern. Dieses Erfordernis sollte erfullt werden, um das Risiko kontaminieren- 
der Zellen auszuschlieften. Obwohl also Reinigungs verfahren und Stammzellanreicherungs- 
strategien verwendet werden, besteht immer noch das Risiko minimaler ubrigbleibender 
Erkrankung (minimal residual disease) bei autologer Transplantation. 

Eine vielversprechende neue Strategie der Eliminierung oder Minimierung residualer 
maligner Zellen konnte aus der Kombination von Reinigungsmethoden und Stammzellanrei- 
cherung resultieren. Jedoch fehlt es dafiir an tumorspezifischen Markern, d.h. Antigenen, die 
auf Tumorzellen, jedoch nicht auf hamatopoetischen Stammzellen exprimiert werden. 

CD44 ist ein verbreitetes Antigen, das von verschiedenen Zellen exprimiert wird (8), 
darunter T-Zellen, Granulozyten und Thymozyten. CD44 ist als Hyaluronsaurerezeptor 
bekannt (9). Eine komplexe genomische Organisation mit wenigsten 20 Exons ist fur die 
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Erzeugung verschiedener SpleiBvarianten verantwortlich (10, 8). Bis heute sind 15 ver- 
schiedene SpleiBtypen von CD44 bekannt. Urn zwischen dem Standardrezeptorphanotyp 
und den gespleiBten Phanotypen zu unterscheiden, wurde der gewohnlich exprimierte Hya- 
luronsaurerezeptor CD44s benannt, wahrend alle SpleiBvarianten mit CD44v bezeichnet 
wurden (8, 1 1). Alle SpleiBvarianten sind langer und tragen zusatzliche extrazellulare Prote- 
indomanen. Die Erzeugung von CD44- SpleiBvarianten scheint mit Prozessen der Aktivie- 
rung, Entzundung und Tumorprogression korreliert zu sein (12, 13, 14, 15). Moglicherwei- 
se in Analogie zu ihrer Funktion bei der Lymphozytenmigration wurde fur variante CD44- 
Molekiile gezeigt, daB sie metastatische Fahigkeiten in Rattentumorzellinien hervorrufen 
konnen (16). Homologe dieser Varianten, insbesondere CD44v5 und CD44v6 wurden in 
verschiedenen menschlichen malignen Erkrankungen detektiert, darunter Non-Hodgkin's 
Lymphom (17), Brust (18), Magen (19) und Kolon (20), wo sie sowohl mit Tumorprogres- 
sion und Tumorausbreitung als auch mit einer schlechten Prognose der Patienten in Verbin- 
dung gebracht werden. 

IS 

Die Erzeugung von CD44v5 und CD44v6 ist nicht auf metastasierende Zellen be- 
schrankt, sondern die Expression dieser SpleiBvarianten scheint ein allgemeines Muster der 
Immunabwehr zu sein (21). CD44v5 und CD44v6 sind einerseits fur die Metastasenbildung 
verantwortlich (8, 22) und werden auf der anderen Seite von immunokompetenten Zellen 
io exprimiert. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, verbesserte Verfahren zur 
Immunreinigung CD34-positiver Zellen (CD34+) bereitzustellen. 



25 



30 



35 



Diese Aufgabe konnte auf Grundlage des uberraschenden Befundes gelost werden, 
daB CD34-positive Zellen im Gegensatz zu vielen Tumorzellen die varianten Exons CD44v5 
und CD44v6 nicht oder in sehr geringem MaBe exprimieren. Damit wird ein neuer moleku- 
larer Marker bereitgestellt, mit dessen Hilfe kontaminierende Tumorzellen in Stammzellpra- 
parationen selektiv zerstort werden konnen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines fur variantes CD44 
spezifischen Antikorpermolekuls zur selektiven Entfernung von Tumorzellen aus einer Zell- 
praparation, die hamatopoetische Stamm- und/oder Vorlauferzellen enthalt. Insbesondere 
betrifft dies Zellpraparationen, die hamatopoetische Stamm- und/oder Vorlauferzellen ent- 
halten, die CD34 auf ihrer Oberflache exprimieren. Solche Zellpraparation konnen aus Kno- 
chenmark, peripherem Blut, Nabelschnurblut oder Leukapheresematerial erhalten werden. 
Bei der Herstellung der Zellpraparation konnen CD34+ -Zellen selektiv angereichert wer- 
den, etwa durch immunoabsorbierende, immunomagnetische oder Zentrifugationstechniken, 
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beispielsweise durch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) oder magnetische 
Zellseparation (MACS). 

Insbesondere kann fur die erfindungsgemaBe Verwendung ein Antikorpermolekul 
i verwendet werden, das spezifisch fur ein Epitop ist, das durch das variante Exon v5 
und/oder das variante Exon v6 des CD44 Gens kodiert wird. Ein solches Antikorpermolekul 
kann ein monoklonaler oder polyklonaler Antikorper sein, ein komplettes Immunoglobulin 
oder aber auch ein Fragment davon, z.B, ein Fab-Fragment, Es kann sich dabei auch um ein 
hybrides oder chimares ein- oder mehrkettiges und/oder durch Expression rekombinanter 
10 DNA hergestelltes Antikorpermolekul handeln, das die angegebene Spezifitat aufweist. 
Besonders bevorzugt ist der monoklonale Antikorper VFF-18, der von einer Hybridoma- 
zellinie sezerniert wird, die am 07.06.1994 unter dem Aktenzeichen DSM ACC2174 bei der 
DSM-Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder 
Weg lb, D-38124 Braunschweig, Deutschland, hinterlegt wurde (WO 95/33771). 

15 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Antikorpermolekule mit der beschriebenen 
Spezifitat, die mit einem zytotoxischen Agens verknupft sind, beispielsweise mit einem 
Toxin, vorzugsweise einem bakteriellen Toxin. Besonders bevorzugt ist dabei das Exotoxin 
der Gattung Pseudomonas. Das Toxin kann mit dem Antikorpermolekul kovalent verknupft 
20 sein oder durch rekombinante Expression eines Antikorper-Toxin Fusionsproteins herge- 
stellt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft gleichermaBen Verwendungen von Antikorpermo- 
lekulen mit der beschriebenen Spezifitat zur selektiven Entfernung von Tumorzellen aus 
25 einer Zellpraparation, die hamatopoetische Vorlauferzellen enthalt, indem die Tumoggellen 
selektiv auf einem festem Trager, der beispielsweise magnetisch sein kann, immobrfisiert 
werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Entfernung von 
30 Tumorzellen aus einer Zellpraparation, die hamatopoetische Vorlauferzellen enthalt, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB die Zellpraparation mit einem fur variantes CD44 spezifi- 
schen Antikorpermolekul in Kontakt gebracht wird. 

Ein solches Verfahren kann beispielsweise dadurch gekennzeichnet sein, daB das An- 
35 tikorpermolekul mit einem zytotoxischen Agens verknupft ist. 

Ein solches Verfahren kann auch dadurch gekennzeichnet sein, daB zur Entfernung 
der Tumorzellen ein fester Trager verwendet wird. 
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine Zellpraparation, die nach ei- 
nem der beschriebenen Verfahren erhaltlich ist. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung einer wie vorste- 
s hend beschrieben gereinigten Zellpraparation zur Transplantation, insbesondere zur autolo- 
gen Rnochenmarkstransplantation. 

Die Nuklein- und Aminosauresequenz der varianten Exons des CD44-Gens ist be- 
kannt (13, 29, 30). Die Existenz degenerierter oder alleler Varianten ist fur die Ausfuhrung 
to der Erfindung nicht von Bedeutung; solche Varianten sind daher ausdrticklich mit ein- 
geschlossen. 

Die Sequenz von Exon v5 des menschlichen CD44-Gens ist: 

„ (D)VDR NGTT AYEGNW 

(CAG)AT GTA GAC AGA AAT GGC ACC ACT GCT TAT GAA GGA AAC TGG 

N PEAHPPLIH.HEHHE 
AAC CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC CAT GAG CAT CAT GAG 

20 

EEE TPHSTST 
GAA GAA GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC ACA A. 

35 Die Sequenz von Exon v6 des menschlichen CD44-Gens ist: 

QATPSSTTEETATQ 
TC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT ACC CAG 

30 KEQWFGNRWHEGYRQ 
AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA TAT CGC CAA 

TPREDSHSTTGTA 
ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG ACA GCT G. 

35 

Die Herstellung von Antikorpern gegen bekannte Aminosauresequenzen kann nach an 
sich bekannten Methoden erfolgen (28). Bei spiel sweise kann ein Peptid dieser Sequenz 
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synthetisch hergestellt und als Antigen in einem Immunisierungsprotokoll eingesetzt wer- 
den. Ein anderer Weg ist die Herstellung eines Fusionsproteins, das die gewunschte Ami- 
nosauresequenz enthalt, indem eine Nukleinsaure (die synthetisch oder z.B. durch Polyme- 
rase-Kettenreaktion (PCR) aus einer geeigneten Probe hergestellt werden kann), die fur 
diese Sequenz kodiert, in einen Expressionsvektor integriert und das Fusionsprotein in ei- 
nem Wirtsorganismus exprimiert wird. Das gegebenenfalls gereinigte Fusionsprotein kann 
dann als Antigen in einem Immunisierungsprotokoll eingesetzt und Insert-spezifische Anti- 
korper oder, im Falle monoklonaler Antikorper, Hybridome, die insertspezifische Antikor- 
per exprimieren, mit geeigneten Verfahren selektiert werden. Solche Verfahren sind Stand 
der Technik. Heider et al. (27) und Koopman et al. (17) beschreiben die Herstellung von 
Antikorpern gegen variante Epitope von CD44. Antikorper gegen Epitope, die durch die 
Exons v5 und v6 kodiert werden, werden insbesondere in den Patentanmeldungen WO 
95/00851 und WO 95/33771 beschrieben. 

Antikorper, die fur CD44v5 und/oder CD44v6 spezifisch sind, konnen mit einem 
zytotoxischem Agens, beispielsweise einem Toxin verknupft werden. Geeignet sind bei- 
spielsweise Ricin, insbesondere rekombinante Ricin-A-Kette oder Abrin A. Besonders ge- 
eignet ist das Pseudomonas-Exotoxin. Das Toxin kann mit dem Antikorpermolektil kova- 
lent verknupft sein, beipielsweise uber eine Thioetherbindung unter Verwendung des Kopp- 
lungsagens Sulfo-sucinimidyl-4(JV-maleimidomethyl)cyclo-hexan-l-carboxylat (vgl. Beispiel 
2). 

Es kann aber auch beispielsweise ein Antikorper/Toxin-Fusionsprotein verwendet 
werden. Verfahren zur Herstellung solcher Fusionsproteine sind im Stand der Technik be- 
schrieben (31, 32). 

Auch die Verwendung eines Antikorper-Zytostatikum-Konjugats ist moglich. Verfah- 
ren zur Herstellung von Antikorper-Zytostatikum-Konjugaten sind im Stand der Technik 
beschrieben (33). 

Zellpraparationen, die hamatopoetische Vorlauferzellen enthalten, konnen beispiels- 
weise in einem geeigneten Zellkulturmedium in einer Konzentration von 1 0 6 - 1 0 8 Zellen/ml 
bei einer Temperatur von 37°C suspendiert, mit 0.01 - 10 jig/ml Aintikdrper-Pseudomonas- 
Exotoxin-Konjugat versetzt und 0.5 bis 20 Stunden, vorzugsweise 1 bis 2 Stunden, bei 
37°C inkubiert werden. Vorzugsweise betragt die Antikorper-Toxin-Konzentration 0.1-5 
Hg/ml, besonders bevorzugt 0.5-1 ^g/ml. AnschlieBend konnen die Zellen mit Kultur- 
medium gewaschen werden. Das Vorhandensein iiberlebender Tumorzellen kann in einem 
Koloniebildungsversuch (vgl. Beispiel 3) getestet und die Prozedur gegebenenfalls wieder- 
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holt werden. Die Uberlebensrate klonogener hamatopoetischer Vorlauferzellen kann eben- 
falls in einem entsprechenden Assay getestet werden (vgl. Beispiel 3). 



Ein anderer Weg, die Erfindung auszufuhren, besteht in einer immunomagnetischen 
s Reinigung. Zellpraparationen, die hamatopoetische Vorlauferzellen enthalten, konnen bei- 
spielsweise in einem geeigneten Zellkulturmedium in einer Konzentration von 10 6 - 10 8 
Zellen/ml suspendiert, mit 0.1 - 20 ng/ml eines entsprechenden CD44-Antik6rpers und un- 
ter leichter Bewegung (Rollen oder Schutteln) beispielsweise fur 10 bis 90 min, vorzugs- 
weise fur 30 min. unter Kuhlung, z.B. bei 4°C inkubiert werden. AnschlieBend konnen die 
to Zellen gewaschen und dann mit einem magnetischen spharischen Tragermaterial versetzt 
werden, das mit einem Antikorper, der den verwendeten CD44-Antik6rper binden kann, 
beschichtet ist. Solche Tragermaterialen sind im Handel erhaltlich (vgl. Beispiel 3). Es 
schliefit sich daran eine erneute Inkubation an, beispielsweise wieder fur 30 min bei 4°C un- 
ter leichter Bewegung. Dabei binden die Tumorzellen uber die Antikorper-Antikorper- 
i5 Wechselwirkung an den Trager. Der Trager mitsamt den spezifisch gebundenen Tumorzel- 
len kann dann mit Hilfe eines Magnet en entfernt werden. 

Die vorliegende Erfindung ist nicht auf die beschriebenen Ausfuhrungsformen be- 
schrankt. Sie schlieBt weitere Ausfuhrungsformen von Verfahren zur Abtrennung von Tu- 
2o morzellen aus den genannten Zellpraparationen ein, deren Kernelement die spezifische 
Wechselwirkung von CD44v5/CD44v6-Antik6rpermolekulen mit Tumorzellen ist. 




\ 
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Abbildungen 

Fig. la-e: DurchfluBzytometrische Analyse angereicherter CD34+-Zellen, isoliert aus Na- 
belschnurblut Die Analyse wurde mit einem FACScan (Becton Dickinson) durchgefiihrt 
5000 Zellen wurden untersucht. Gezeigt ist ein Punktdiagramm (dot blot) der Fluoreszenz- 
intensitaten (Fluoreszenz 1 (grtin) gegen Fluoreszenz 2 (rot)). 

Fig. la: Kontrollfarbung angereicherter Zellen mit nichtspezifischen Fluorochrom-markier- 
ten Antikorpern (IgGl-FITC und IgG2a-PE). 

Fig. lb; Farbung angereicherter Zellen mit dem CD34-spezifischen Antikorper HPCA-2- 
FITC (grtin). 

Fig. 1c: Farbung angereicherter Zellen mit CD34-spezifischem HPCA-2-FITC (grtin) und 
CD44s-spezifischem SFF-2-Biotin-Streptavidin-PE (rot). 

Fig. Id: Farbung angereicherter Zellen mit CD34-spezifischem HPCA-2-FITC (grtin) und 
CD44v5-spezifischem VFF-8-Biotin-Streptavidin-PE (rot). 

Fig. le: Farbung angereicherter Zellen mit CD34-spezifischem HPCA-2-FITC (grtin) und 
CD44v6-spezifischem VFF-18-Biotin-Streptavidin-PE (rot). 

Fig. 2: DurchfluBzytometrische Analyse angereicherter CD34+-Zellen, isoliert aus Nabel- 
schnurblut. Die Analyse wurde mit einem FACScan (Becton Dickinson) durchgefiihrt. 5000 
Zellen wurden analysiert. Gezeigt ist ein Punktdiagramm der Lichtstreuungseigenschaften 
(Vorwartsstreuung gegen Seitwartsstreuung). 

Fig. 3: Expression von CD44s, CD44v5 und CD44v6 in CD34+>Zellen, isoliert aus Leuka- 
pheresematerial. Gezeigt ist die Antigenexpression individueller Proben. 

Fig. 4: Expression von CD44s, CD44v5 und CD44v6 in CD34+-Zellen, isoliert aus Nabel- 
schnurblut. Gezeigt ist die Antigenexpression individueller Proben. 

Fig. 5; Expression von CD44s, CD44v5 und CD44v6 in CD34+-Zellen, isoliert aus Kno- 
chenmark. Gezeigt ist die Antigenexpression individueller Proben. 



9822508A2_I_> 



WO 98/22508 



PCT/EP97/06382 



8 

Beispiele 

Beispiel 1: Expression von CD44s und CD44v auf CD34+~Zellen 

Gewinnung von Nabelschnurblut und Isolierung mononukledrer Zellen 

Bis zu 50 ml frisch erhaltenes Nabelschnurblut wurde mit 300 I.U. Heparin-Natrium 
(Promonta, Hamburg, Deutschland) vermischt. Mononukleare Zellen wurden angereichert, 
wobei eine modifizierte Methode der Dichte- Sedimentation verwendet wurde, Blut, das 
nicht alter als 6 Stunden war, wurde 1:2 mit Phosphat-gepufferter Salzlosung, PBS (Gibco, 
Renfrewshire, UK), verdunnt, die 5 mM EDTA enthielt. Als Trennmedium wurde Lympho- 
prep (Nycomed Pharma AS, Oslo, Norwegen) mit einer Dichte d=1.077 verwendet. Die 
Zentrifugation wurde bei 800 x g fur 15 Min. ausgefuhrt. Die Fraktion der mononuklearen 
Zellen wurde zweimal mit PBS/EDTA gewaschen. 

Probenherstellung von Leukapheresematerial und Knochenmark 

Cryokonserviertes Leukapheresematerial wurde schnell bei 37°C getaut und sofort in 
RPMI 1640/10% FCS (Hyclone, Cramlington, UK) resuspendiert. RPMI1640 (Biochrom, 
Berlin, Deutschland) wurde ohne IndikatorfarbstofF verwendet. Die Zellen wurden zweimal 
mit RPMI 1640 gewaschen. Frisch erhaltenes Leukapheresematerial und Knochenmarkspro- 
ben wurden einmal mit RPMI 1640 gewaschen. Um Klumpen zu entfernen, wurde das Ma- 
terial mit 0.02 % Kollagenase (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), Typ V, und 200 U/ml 
DNAse (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland) verdaut. Der Verdau wurde fur 45 - 90 
Min. bei Raumtemperatur ausgefuhrt, wobei die Zellsuspension sanft geschuttelt wurde. 
Zellen wurden durch ein 40 jj.ni Nylonzellenfilter (Becton, Dickinson, San Jose, California) 
filtriert. Weitere Informationen zum benutzten Leukapheresematerial konnen Tabelle I ent- 
nommen werden. Knochenmarksproben wurden von gesunden Donoren erhaiten. 

CD34-spezifische Fdrbung mononukledrer Zellen 

Isolierte mononukleare Zellen aus Nabelschnurblut sowie enzymatisch behandelte 
Zellen (Leukapherese/Knochenmarksproben) wurden in Markierungspuffer resuspendiert, 
der PBS/5 mM EDTA/0.5 % BSA (Gibco) enthielt. CD34-Markierung wurde mit einem 
CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) 
durchgefuhrt. CD34-spezifische Markierung von Zellen wurde gemaB der Herstellerangaben 
durchgefiihrt (23). 
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Magnetische positive Selektion von CD34+ -Zellen 

Antikorpermarkierte Zellen wurden in entgastem Markierungspuffer resuspendiert. 
Die Trennung wurde durchgefiihrt, wobei ein magnetisches Trennungssystem (23, 24) ver- 

5 wendet wurde, magnetische Zellseparation MACS (Miltenyi Biotec). Zellen wurden in der 
Anwesenheit eines starken Magnetfeldes auf MiniMACS-Saulen, Typ MS, gegeben. Die 
Saulen wurden viermal mit Markierungspuffer gewaschen, gefolgt von der Elution mit 
Markierungspuffer in Abwesenheit eines Magnetfeldes. Zur Elution wurde ein Spritzen- 
stempel benutzt. Mit einer zweiten Saule wurden die Zielzellen weiter gereinigt, wobei zwei 

jo Waschschritte angewendet wurden. Die Reinheit der isolierten Zellen wurde durch Durch- 
fluCzytometrie bestimmt. Fluorochrom-markierte Antikorper (alle von Becton Dickinson) 
wurden wie folgt appliziert: Unspezifische Kontrollantikorper (IgGl-FITC und IgG2a-PE), 
CD34-FITC (HPCA-2-FITC (Fluorescein-Isothiocyanat)) und CD34-PE (HPCA-2-PE). 

JS 

Farbung von CD34+-Zellen mit CD44~spezifischen Antikdrpern 

Angereicherte Zielzellen aus Nabelschnurblut oder Leukapheresematerial wurden mit 
kaltem PBS (Gibco) gewaschen. Zellen wurden in Immunofluoreszenzpuffer, der 5 % Po- 

20 lyglobin N (Troponwerke, Koln, Deutschland) und 0.05% NaN 3 enthielt, resuspendiert. 
CD44-spezifische Antikorper (Tabelle II) wurden von Bender & Co. GesmbH (Wien, 
Osterreich) bezogen. CD34-/CD44-DoppeIfluoreszenzfarbung (FITC/PE- oder FITC/Bio- 
tin-markierte Antikorper) wurde gleichzeitig durchgefiihrt, wobei ein CD34-spezifischer 
Antikorper und ein CD44-Antik6rper der Wahl benutzt wurde. Die Inkubation erfolgte bei 

25 4°C fur 30 Min. in der Dunkelheit. Zellen wurden zweimal mit PBS (4°C) gewaschen. Pro- 
ben, die mit Biotin markiertem CD44-Antik6rper gefarbt wurden, wurden in Immunofluo- 
reszenzpuffer resuspendiert und mit Streptavidin-PE (Boehringer Mannheim, Mannheim, 
Deutschland) bei einer Konzentration von 5|ig/ml inkubiert. Die Inkubation wurde bei 4°C 
fur 30 Min. in der Dunkelheit ausgefiihrt. Zellen wurden zweimal mit PBS (4°C) gewaschen 

jo und bis zur durchfluBzytometrischen Analyse auf Eis gehalten, 

Um die Leistung und Verlasslichkeit des Farbungssystems zu testen, wurden die Zel- 
linien CCRF CEM (ATCC CLL 119), Jurkat (ATCC TIB 152) und MOLT-4 (ATCC CRL 
1582) sowie Phytohamagglutinin-stimulierte Lymphozyten eines gesunden Freiwilligen be- 
35 nutzt. 
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Die Erhebung der Daten erfolgte unter Benutzung eines Single-Argon-Laser-Durch- 
fluBzytometers, FACScan (Becton Dickinson), das Licht mit einer Wellenlange von 488 nm. 
emittierte. Die Analyse wurde mit einem PC-Lysys (Becton Dickinson), Software Version 
1.0 und 1.1, auf einem IBM-kompatiblen Personalcomputer durchgefuhrt. Verschiedene 
Populationen von CD44-positiven und CD44-negativen Zellen wurden unter Verwendung 
von Dual Parameter Statistics in einem Punktdiagramm von griiner Fluoreszenz gegen rote 
Fluoreszenz unterschieden (Fig. 1 a-e). 

Reinheitvon CD34+~ZelIen t angereichert aus Nabelschnurblut, Leukapheresematerial und 
Knochenmarksproben 

8 Nabelschnurblutproben, 7 Proben aus Leukapheresen und 4 Knochenmarksproben 
wurden prozessiert. Im Vergleich mit nichtseparierten mononuklearen Zellen zeigten iso- 
lierte Zellen ein anderes Lichtstreuungssignal (Fig. 2): Zellen, die der magnetischen Zellsor- 
tierung unterworfen worden waren, zeigten hohere Werte der Vorwartsstreuungssignale. 
Die Reinheit wurde durch FACS-Analyse untersucht. Die Prozentsatze von CD34+ -Zellen 
wurden bestimmt. Mittelwerte (mittel ± SD) waren wie folgt: Nabelschnurblut 96.1 ± 2.4 
%, Leukapherese 98.6 ± 0.9 % und Knochenmarksproben 96.2 ± 0.5 %. 

Expression von CD44-Antigenen durch CD34-positive hamatopoetische Stammzellen 

Durch Benutzung logischer Gates wurde die durchfluBzytometrische Analyse der 
CD44-Expression auf CD34-positive Zellen beschrankt. Individuelle Proben von CD34-K 
Zellen aus Nabelschnurblut (Fig, 3), Leukapherese (Fig. 4) und Knochenmark (Fig. 5) zeig- 
ten schwache Expression der untersuchten CD44-Varianten CD44v5 und CD44v6. Mit 
mittleren Werten von 0.6 % in Proben von Knochenmark (Bereich 0.1 - 0.9 %) zeigte die- 
ses Gewebe nur eine marginale Expression der SpleiBvariante CD44v5, und nur leicht er- 
hohte Werte wurden in Proben aus Leukapheresen (Mittel 1.3 %, Bereich 0.3 - 2.7 %) und 
Nabelschnurblut (Mittel 1.4 % } Bereich bis zu 3.2 %) gefunden. Im Vergleich mit der 
CD44v5 -Expression wurde eine hohere Expression von CD44v6 in alien Typen von Proben 
gefunden, mit einer moderaten Zunahme in Proben aus Leukapheresen (1.4mal hohere 
CD44v6-Expression), und einer grofieren Zunahme in Knochenmark und Nabelschnurblut- 
proben (2.5mal hoher). Hohere Mittelwerte der CD44v6-Expression wurden von einem 
breiten Bereich der Proben von Knochenmark (Mittel 1.5%, Bereich 0.3 - 2.4), Leukaphe- 
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rese (Mittel 1.8 % 3 Bereich 1.1 - 2.7), und Nabelschnurblut (Mittel 3.6 %, Bereich 1.9 - 
8.1)begleitet. 

Im Gegensatz zur schwachen Expression von CD44-Spleifivarianten gab es eine star- 
s ke Expression der Standardform CD44s in alien untersuchten Probentypen. Mit Mittelwer- 
ten von 98.6 % (Leukapherese), 98.8% (Nabelschnurblut) zeigten fast alle Zellen CD44s 
Expression, im Knochenmark erreichte der Mittelwert das Maximum von 100%. 

Allgemein wurde die niedrige Expression von CD44v und die hohe Expression von 
jo CD44s bestatigt (Tabelle HI). 

Die vorliegende Erfmdung betrifft insbesondere auch eine zweistufige Behandlung. In 
dem ersten Schritt werden CD34+ -Zellen immunomagnetisch angereichert und im zweiten 
Schritt einer Immunreinigung (Immunopurging) unterworfen. Dabei konnen vorteilhaft An- 
is tikorper, die spezifisch fur CD44v5 und CD44v6 sind bei der Immunreinigung verwendet 
werden. 



Tabelle I: Probenbeschreibung des Leukapheresematerials 

20 



Probennummer 


Diagnose 


Geburisdatum (Donor) 


LPH001 


Neuroblastom 


1991 


LPH002 


Unklar 


1989 


LPH003 


Gesunder Donor 


1986 


LPH004 


Hodenkrebs (cryokonserviert) 


1964 


LPH005 


Hodenkrebs (cryokonserviert) 


1976 


LPH006 


Hodenkrebs (cryokonserviert) 


1962 


LPH007 


Hodenkrebs (cryokonserviert) 


1976 
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Tabelle II: CD44-spezifische Antikorper, die fur die durchflufizytometrische Analyse ver- 
wendet wurden 



Spezifitdt 


Klon 


Subtyp 


Modifikation 


Fur FACS-Analyse benutzte Konz. 


CD44v5 


VFF-8* 


IgGl, murin 


Biotin 


2.0 fig/ml 


CD44v6 


VFF-18** 


IgGl, murin 


Biotin 


1.0 fag/ml 


CD44v6 


VFF-18 


IgGl, murin 


FITC 


2,5 |ig/ml 


CD44s 


SFF-2*** 


IgGl, murin 


Biotin 


1,0 ng/ml 


CD44s 


SFF-2 


IgGl, murin 


FITC 


2.5 |ag/ml 



* WO95/00851; ** W095/33771; *** Heider, KH, Ratschek M, Zatloukal K, Adolf GR. 
Virchows Arch 428:267-273, (1996). 



Tabelle III: Expression von Standard-und variablen CD44-Antigenen auf CD34-positiven 
hamatopoetischen Stammzellen gemafi FACS-Analyse 



Quelle 


Nabelschnurblut 


Leukapherese 


Knochenmark 


Probenzahl 


8 


7 


4 


Expression von 


Mittel 
(%) 


Bereich 
(%) 


Mittel 
(%) 


Bereich 
(%) 


Mittel 
(%) 


Bereich 
(%) 


CD44s 


98.8 


95.4- 100.0 


98.6 


97.6- 100.0 


100.0 




CD44v5 


1.4 


0.0- 3.2 


1.3 


0.3 - 2.7 


0.6 


0.1 -0.9 


CD44v6 


3.6 


1.9- 8.1 


1.8 


1.1- 2.7 


1.5 


0.3 - 2.4 



Beispiel 2: Reinigung von hamatopoetischen Stammzellen mit Immunotoxinen 

Herstellung von Immunotoxinen 

Antikorper, die spezifisch fur durch CD44v5 oder CD44v6 kodierte Epitope sind 
(WO 95/00851 und WO 95/33771), konnen an Pseudomonas Exotoxin uber eine 
Thioether-Bindung mit Sulfo-sucinimidyl-4-(A^maleimidomethyl)cyclo-hexan- 1 -carboxylat 
(Pierce, Rockford, Illinois, USA) wie in der Literatur beschrieben konjugiert werden (34). 
In Abanderung der zitierten Methode konnen nach der Inkubation des reduzierten MAk und 
Maleimidomethylcyclohexan- 1 ~cdxboxy\zt-(Pseudomonas-&yLOtoyan) bei 4°C uber Nacht ein 
gleiches Volumen gesattigter Amoniumsulfatlosung zugesetzt und die Preparation ftir eine 
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weitere Stunde inkubiert werden. Der gebildete Niederschlag kann durch Zentifugation bei 
10.000 x g fur 10 Min. gewonnea, in 1 ml PBS gelost und der Gelfiltration unterworferi 
werden (35). 

5 Fraktionen, die gereinigtes Konjugat enthalten, wie durch Natrium-Dodecylsulfat- 

Polyacrylamid-Gelelextrophorese festgestellt werden kann, werden vereinigt und in den Ex- 
perimenten verwendet. Die Proteinkonzentration kann mit einem Bio-Rad Protein-Assay be- 
stimmt werden, wobei Rindergammaglobulin als Standard benutzt werden kann. 

10 

Immunoioxin b ehandlung 

Praparationen mononuklearer Zellen aus Nabelschnurblut, Leukapheresematerial, 
oder Knochenrnark (s, oben) oder CD34+-angereicherte Zellen aus diesen Quellen (s. oben) 

is konnen verwendet werden, Sie konnen in Zellkulturmedium (RPMI 1640/FCS, Antibiotika) 
fur I Stunde, 2 Stunden oder 20 Stunden bei 37°C mit 0.01 (xg/ml, 0.1 jag/ml, 0.5 ng/ml 
oder 1.0 |j.g/ml Immunotoxin inkubiert werden. Als Immunotoxine konnen CD44v5-oder 
CD44v6-Antik6rper-p5ewc/c>wc?na^Exotoxin-Konjugate oder eine Mischung beider ver- 
wendet werden. Die Zellen konnen vor der Inkubation suspendiert und wahrend der Inku- 

20 bation gerollt oder leicht geschuttelt werden. Nach der Inkubation konnen Zellen mit 
PBS/1% FCS oder Zellkulturmedium 2mal gewaschen und dann weiterverwendet werden. 
Die Effektivitat der Behandlung kann in einem Koloniebildungsversuch getestet werden (4, 
s. auch Beispiel 3), Gegebenenfalls kann die Prozedur ein- oder zweimal wiederholt werden. 
Die Uberlebensrate klonogener Vorlauferzellen kann ebenfalls gemaB der Methode in der 

i5 zuletzt beschriebenen Literaturstelle gestestet werden (4, s, Beispiel 3). 



Beispiel 3: Immunomagnetische Behandlung 

Zur immunomagnetischen Reinigung mononuklearer Zellen aus Nabelschnurblut oder 
Leukapherese oder Knochenrnark oder daraus angereicherter CD34+-Praparationen konnen 
immunomagnetische spharische Trager (beads), z.B Dynabeads SAM ST (Dynal, Oslo, 
Norwegen) verwendet werden. Dies sind gleichfbrmige, magnetische Polystyroltrager, die 
mit kovalent oberflachengebundenem Schaf-anti-Maus-IgG beschichtet sind. Die SAM IgG- 
Antikorper binden alle Maus-IgG-Unterklassen. Entsprechend werden fur dieses Experi- 
ment murine CD44~Antik6rper verwendet (WO 95/00851, WO 95/33771). Die jeweilige 
Zellpraparation (z.B. 10 6 bis 10 8 Zellen) konnen fur 30 Min. bei 4°C in Plastikrohrchen in 1 
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ml RPMI 1640 (mit Supplementen) mit CD44v5-und/oder CD44v6-MAKs Oeweils 10 |ig 
jeden Antikorpers) inkubiert werden. Die Rohrchen konnen wahrend der Inkubation gerollt 
oder geschiittelt werden. Die Zellen konnen zweimal mit PBS/1% FCS gewaschen werden. 
Dann konnen die immunomagnetischen Trager, suspendiert in 0.5 ml Medium, zugegeben 
und unter Rollen oder Schutteln flir 30 Min. bei 4°C inkubiert werden. Dabei kann ein Tra- 
ger/Zellverhaltnis von 50:1 eingestellt werden. Die Tumorzellen konnen dann aus der Mi- 
schung entfernt werden, wobei ein fiacher Kobalt-Samarium-Magnet verwendet werden 
kann (36). Die Effektivitat der Reinigungsprozedur kann durch Untersuchung der verblei- 
benden klonogenen Tumorzellen oder Kjiochenmarksstammzellen in der Suspension durch 
Koloniebildungs-Assays bestimmt werden. Gegebenenfalls kann ein Wiederholungszyklus 
der immunomagnetischen Separation durchgefiihrt werden. 

Koloniebildende Assays fur Tumor- und Knochenmarksvorlaufer -Zellen 

Die Zahl der koloniebildenden Tumorzellen kann in einem Softagarassay untersucht 
werden (37, 38). Softagar-Kulturen werden dreifach in 10-ml-R6hrchen angesetzt, in die 
0.2 ml August-Rattenblutzellen (1:8 verdunnt), 0.2 ml entsprechend verdunnter Testzellsus- 
pension, und 0.6 ml 0.5 %igem Agar (Difco Laboratories, Detroit, USA) gegeben werden. 
Die Rohrchen konnen bei 37°C in 5% 0 2 /5 % C0 2 /90 % N 2 inkubiert werden. 21 Tage 
nach Inkubation werden Kolonien mit mehr als 50 Zellen unter Benutzung eines Zeiss Ste- 
reomikroskops gezahlt. 

Die lebensfahigen klonogenen Vorlauferzellen konnen in einer modifizierten Version 
(36) der Methode von Burgess A.W. et al. (39) gemessen werden. Die Testzellpraparation 
wird in einer Konzentratton von 2 x 10 5 Zellen pro ml, in McCay's 5 A Medium suspendiert, 
das 0.3 % Agar, 15 % FCS, 20 ng/ml rekombinanten menschlichen GM-CSF, 100 Einhei- 
ten/ml Penicillin und 100 Einheiten Streptomycin/ml Medium enthalt. Die GM-CSF-Kon- 
zentration, die verwendet wird, kann auf der Basis von Titrationsexperimenten bestimmt 
werden. Jeweils 3 l~ml~Aliquots werden in 35-mm-Zellkulturschalen bei 37°C und 5% C0 2 
in Luft fiir 14 Tage inkubiert, und Kolonien mit mehr als 40 Zellen gezahlt. 
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EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
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INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENN2EICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEG ER sugeteiltes Besugszeichen: 

VFF-18 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEG UNG SSTELLE 
tugeteilte EINGANG SNUMMER: 

DSM ACC2174 


II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 
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erworben worden ist. 

P/4 (eintige Seite) 13/93 

JSDOCID: <WO 9822508A2_I_> 



WO 98/22508 



17 



PCT/EP97/06382 



Literatur 

1. Shpall EJ, Jones RB, Release of tumor cells from bone morrow, Blood 1994, 83:623- 
625. 

2. Ross AA, Cooper BW, Lazarus HM, et al. Detection and viability of tumor cells in 
peripheral blood stem cell collections from breast cancer patients using immunocyto- 
chemical and clonogenic assay techniques. Blood 1993, 82: 2605-26 10! 

3. Brugger W, Bross KJ, Glatt M 5 Weber F, Mertelsmann R, Kanz L. Mobilization of 
tumor cells and hematopoietic progenitor cells into peripheral blood of patients with 
solid tumors. Blood 1994, 83: 636-640. 

4. Myklebust AT, Godal A, Juell S, Pharo A, Fodstad O. Comparison of two antibody 
based methods for elimination of breast cancer cells from human bone morrow. Can- 
cer Res 1994, 54:209-214. 

5. Grossbard ML, Nadler LM. Immunotoxin therapy of malignancy. Important Adv 
Oncol 1992, 111-135. 

6. Myklebust AT, Godal A, Pharo A, Juell S, Fodstadt O. Eradication of small cell lung 
cancer cells from human bone marrow with immunotoxins. Cancer Res 1993, 53: 
3784-3788. 

7. Wunder E, Sovalat H, Henson P, Serke S, ED. Hematopoietic stem cells. The mul- 
house manual. Dayton, Ohio, USA: AlphaMedPress 1994:324.; vol 1). 

8. Rail CJN, Rustigi AK. CD44 isoforms expression inprimary and metastatic pancreatic 
adenocarcinoma. Cancer Res 1995, 55: 1831-1835. 

9. Cannistra SA, Abu-Jawdeh G, NilofF J, et al. CD44 variant expression is a common 
feature of epithelial ovarian cancer: lack of association with standard prognostic 
factors. J Clin Oncol 1995, 13: 1912-1921. 

10. Manten-Horst E, Danen EHJ, Smit L, et al. Expression of CD44 splice variants in 
human cutaneous melanoma and melanoma cell lines is related to tumor progression 
and metatatic potential. Int J Cancer (Pred. Oncol.) 1995, 64: 182-188. 



WO 98/22508 



v 



PCT/EP97/06382 



18 



11. Stauder R, Eisterer W, Thaler J, Gunthert U. CD44 variant isoforms in non-Hodgkin 
s lymphoma: a new independent prognostic factor. Blood 1995, 85: 2885-2899. 

5 12. Griffioen AW, Horst E, Heider KH, et al. Expression of CD44 splice variants during 
lymphocyte activation and tumor progression. Cell Adhes Commun 1994, 2: 195-200. 

13. Hofmann M. Rudy W. Zoller M. et al. CD44 splice variants confer metastatic beha- 
vior in rats: homologous sequences are expressed in human tumor cell lines. Cancer 

io Res 1991, 51: 5292-5297. 

14. Matzku S, Wenzel A, Lius, Zoller M. Antigenic differences between metastatic and 
nonmetastatic BSp73 rat tumor variants characterized by monoclonal antibodies. 
Cancer res 1989, 49: 1294-1299. 



IS 



15. Pals ST, Koopmann G, Heider K-H, et al. CD44 splice variants: expression during 
lymphocyte activation and tumor progression. Behring Inst. Mitt. 1993, 92: 273-277. 

16. Gunthert U, Hofmann M, Rudy W, et al. A new variant of glycoprotein CD44 confers 
20 metastatic potential to rat carcinoma cells. Cell 1991, 65: 13-24. 

17. Koopman G, Heider K, Horst E, et al. Activated human lymphocytes and aggressive 
non-Hogdkin's lymphomas express a homologue of the rat metastasis-associated vari- 
ant CD44. J Exp Med 1993, 199:897-904. 

25 



18. Kaufmann M, Heider K-H, Peter H-P, Mickwitz G, Ponta H, Herrlich P. CD4? r vari- 
ant exon epitopes in primary breast cancer and length of survival. Lancet 1995, 345: 
615-619. 

30 19. Han H-J, Ho L-I, Chang J-Y, et al. Differential expression of the human metastasis 
adhesion molecule CD44v in normal and carcinomatous stomach mucosa of Chinese 
subjects. Cancer 1995, 75: 1065-1071. 

20. Mulder J-W, Kruyt PM, Sewnath M, et al. Colorectal cancer prognosis and expres- 
33 sion of exon-v6-containing CD44 proteins. Lancet 1994, 344: 1470-1472. 



JSDOCID: <WO 9822508A2J_> 



WO 98/22508 



19 



PCT/EP97/06382 



21. Arch R, With K, Hofmann M, Ponta H, Matzku S, Zoller M. Participation of a meta- 
stasis-inducing splice variant of CD44 in normal immune response. Science 1992, 
257: 682-685. 

22. Seiter S, Arch R, Reber S, et al. Prevention of tumor metastasis formation by anti-va- 
riant CD44. J Exp Med 1993, 177: 443-455. 

23. Miltenyi S, Guth S, Radbruch A, Pfluger E, Thiel A. Isolation of CD34+ hematopoie- 
tic prognitor cells by high-gradient magnetic cell sorting (MACS). In: Hematopoietic 
stem cells: The mulhouse manual. Dayton, OH, USA: AlphaMedPress, 1994, pp. 201- 
213. 

24. Miltenyi S, Muller W, Weichel W, Radbruch A High gradient magnetic cell separa- 
tion with MACS. Cytometry 1990, 1 1 : 23 1-238. 

25. Herrlich P, Zoller M, Pals ST, Ponta H. CD44 splice variants: metastases meet lym- 
phocytes. Immunol today 1993, 14: 395-399. 

26. Hofmann M 5 Rudy W, Gunthert U, et al. A link between ras and metastatic behavior 
of tumor cells: ras induces CD44 promotor activity and leads to low-level expression 
of metastasis-specific variants of CD44 in CREF cells. Cancer Res 1993, 53: 516-521 . 

27. Heider, K.-H,, Hofmann, M., Horst, E., van den Berg, F., Ponta, H., Herrlich, P., and 
Pals, S.T.A human homologue of the rat metastasis-associated variant of CD44 is ex- 
pressed in colorectal carcinomas and adenomatous polyps. J. Cell Biol. 120: 227-233 
(1993). 

28. Catty, D (Hrsg). Antibodies Vols. I undll. IRL Press Oxford (1989). 

29. Tolg, C, Hofmann, M., Herrlich, P., and Ponta, H. Splicing choice from ten variant 
exons establishes CD44 variability. Nucleic Acids. Res. 21: 1225-1229 (1993). 

30. Screaton, G.R., Bell, M.V., Jackson, D.G., Cornelis, F.B., Gerth, U., and Bell, J. I. 
Genomic structure of DNA encoding the lymphocyte homing receptor CD44 reveals 
at least 12 alternatively spliced exons. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89: 12160-12164 
(1992). 



3DOCID: <WO 9822508A2J_> 



WO 98/22508 



PCT7EP97/06382 



20 

3 1 . Friedmann P N, McAndrew S J, Gawlak S L, Chace D, Trail P A, Brown J P, Siegall 
C B. BR96 sFv~PE40, a potent single-chain immunotoxin that selectively kills carci- 
noma cells. Cancer Res. 53: 334-339 (1993). 

32. Chaudhary V K, Batra J K, Galdo M G, Willingham M C, Fitzgerald D J, Pastan I. A 
rapid method of cloning functional variable-region antibody genes in Escherichia coli 
as single-chain immunotoxins. Proc. Nail. Acad Sci. U.S.A. 87: 1066 (1990). 

33. Schrappe M 5 Bumol T F, Apelgren L D, Briggs S L, Koppel G A, Markowitz D D, 
Mueller B M, Reisfeld R A. Long-term growth suppression of human glioma xeno- 
grafts by chemoimmunoconjugates of 4-desacetylvinblastine-3-carboxyhydrazide and 
monoclonal antibody 9.2.27. Cancer Res. 52: 3838-3844 (1992). 

34. Godal A. et al. Immunotoxins directed against the high molecular weight Melanoma 
Associated Antigen. Identification of potent antibody-toxin Combinations. Int. J. Can- 
cer 52:631-635 (1992). 

35. Godal, A. Human melanoma cell lines showing striking inherent differences in sensiti- 
vity to immunotoxin containing holotoxins. J. Natl. Cancer Inst. 77:1247-1253 
(1986). 

36. Kvalheim G. et al. Elimination of B-lymphoma cells from human bone marrow: model 
experiments using monodisperse magnetic particles coated with primary monoclonal 
antibodies. Cancer Res. 47: 846-851 (1987). 

37. Courtenay VP. et al An in vitro colony assay for human tumors grown in immune- 
suppressed mice and treated in vivo with cytotoxic agents. Br. J. Cancer 37:261-268 
(1978). 

38. Fodstad, O. et al. Activity of mitozolomide (NSC 353451), a new imidazotetrazine, 
against xenografts from human melanomas, sarcomas, and lung and colon carcinomas. 
Cancer Res. 45: 1778-1786 (1985). 

39. Burgess A.W. et al. Stimulation by human placental conditioned medium of he- 
mapoietic colony formation by human marrow cells. Blood, 49: 573-583 (1977). 



,9822508A2J_> 



WO 98/22508 



PCT/EP97/06382 



21 

Patentanspriiche 

1 . Verwendung eines fiir variantes CD44 spezifischen Antikorpermolekiils zur selektiven 
Entfernung von Tumorzellen aus einer Zellpraparation, die hamatopoetische Stamm- 
und/oder Vorlauferzellen enthalt. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die hamatopoetischen 
Stamm- und/oder Vorlauferzellen CD34 auf ihrer Oberflache exprimieren. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikorpermolekul 
spezifisch fur ein Epitop ist, das durch das variante Exon v5 oder das variante Exon 
v6 des CD44 Gens kodiert wird. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikorpermolekul 
ein monoklonaler Antikorper oder ein Fragment eines monoklonalen Antikorpers ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikorpermolekul 
der monoklonale Antikorper VFF-18 (DSM2174) oder ein Fragment dieses Antikor- 
pers ist. 

6. Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antikorpermolekul durch rekombinante Expression hergestellt wurde. 

7. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antikorpermolekul mit einem zytotoxischen Agens verknupft ist. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das zytotoxische Agens 
ein Toxin ist. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Toxin das Pseudo- 
/wo/ras-Exotoxin ist. 

10. Verwendung nach einem der Anspriiche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Toxin mit dem Antikorpermolekul kovalent verknupft wird oder durch rekombinante 
Expression eines Antikorper-Toxin Fusionsproteins hergestellt wird. 
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11. Verwendung nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zellpraparation aus Knochenmark, peripherem Blut, Nabelschnurblut oder 
Leukapheresematerial erhalten wird. 

12. Verwendung nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellpraparation eine 
Zellpraparation ist, in der CD34+ -Zellen angereichert wurden. 

13. Verwendung nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Tumorzellen auf einem festem Trager immobilisiert werden. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB dieser Trager magne- 
tisch ist. 

15. Verfahren zur Entfernung von Tumorzellen aus einer Zellpraparation, die hamatopoe- 
tische Stamm- und/oder Vorlauferzellen enthalt, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Zellpraparation mit einem fur variantes CD44 spezifischen Antikorpermolekul in Kon- 
takt gebracht wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikorpermolekul 
mit einem zytotoxischen Agens verknupft ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB zur Entfernung der Tu- 
morzellen ein fester Trager venvendet wird. 

18. Zellpraparation erhaltlich nach einem Verfahren gemaB einem der Anspriiche 15-17. 

19. Verwendung einer Zellpraparation gemaB Anspruch 1 8 zur Transplantation. 
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FL1-H6hc (3) vs FL2-Hohe (4) 
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FL1-H6hc (3) vs FL2-H6he (4) 
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FSC-Hohc (L) vs SSC-Hohc (2) 
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CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut 
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(57) Abstract 
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(57) Zusammcnfassung 
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geldst werden, daB CD34-positive Zellen im Gegensatz zu vielen Tumorzellen die varianten Exons CD44v5 und CD44v6 nicht Oder in sehr 
geringem MaBe exprimieren. Damit wird ein neuer molekularer Marker bereitgestellt, mit dessen Hilfe kontaminierende Tumorzellen in 
Stammzellpraparationen selektiv zerstdrt werden k5nnen. Zur Zerstorung der Tumorzellen kdnnen CD44v-spezifische Antikorpermolekaie 
mit einem zytotoxischen Agens verkntlpft werden, beispielsweise mit dem Exotoxin der Gattung Pseudomonas. 
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I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Kategorie 0 I Bezeiohnung der Vorftffentlichung, soweit erforderiioh unter Angabe der in Betraoht kommendan Teile 



Batr. Anspruoh Nr. 
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K. HEIDER ET AL.: "Splice variants of the 
cell surface glycoprotein CD44 associated 
with metastatic tumour cells are expressed 
in normal tissues of humans and Cynomolgus 
monkeys. " 

EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, 
Bd. 31A, Nr. 13/14, Dezember 1995, GB, 
Seiten 2385-2391, XP000644485 
siehe das ganze Dokument 

S. LEGRAS ET AL.: "CD44 alternative 
splicing in normal human myelopoiesis and 
its dysregulation in acute myeloblastic 
leukemia (AML) . " 

PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, 
Bd. 36, Marz 1995, VSA, 
Seite 465 XP0O2065331 
siehe Zusammenfasung 2767 

S. NEU ET AL.: "Expression of CD44 

isoforms by highly enriched CD34-positive 

cells- in cord blood, bone marrow and 

leukaphereses. " 

BONE MARROW TRANSPLANTATION, 

Bd. 20, Nr. 7, Oktober 1997, BASINGSTOKE, 

GB, 

Seiten 593-598, XP002065332 
siehe das ganze Dokument 
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Feid I B merkungen zu den AnsprOchen, die sich als nicht recherchi rbar rwieaen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aua folgenden GrQnden fOr bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 
Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfiichtet ist, namlich 

Obwohl Anspruch 19 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefQhrt und 
grundete sich auf die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusamnensetzung. 

I — I 

2. J | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationaien Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dafl eine sinnvoile internationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namlich 



3. | | AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaftt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



Die internationale Recherchenbehfirde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthaJt: x 



1 . Da der Anmelder all© erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
■ internationale Recherchenbericht auf alle reoherchierbaren AnsprOche der internationaien Anmeldung. 

2. | | Da fOr alle reoherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der eine 

zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer. solchen 
GebOhr aufgefordert. 



3. r Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' > internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationaien Anmeldung, fOr die GebOhren entrichtet worden 

sind, namlich auf die AnsprOche Nr. 



Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 
fa(3t: 



Bemerkungen hlnsichtllch eines Wldorspruchs | [ Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

j | Die Zahlung zusatzlicher GebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992) 

COCIO: <WO 9822508A3_I_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verttffentiiohungen, die zur selben Patcntfamili© gehdren 



Into., .onaies Aktenzeiohen 

PCT/EP 97/06382 



lm Recherchenbericht 
angefCmrtes Patentdokument 



Datum der 
Verdffentliohung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



WO 9533771 



14-12-1995 



DE 4326573 



23-02-1995 



Datum der 
Verdffentlichung 



DE 


4431297 


A 


07-03-1996 


AU 


2737095 


A 


04-01-1996 


BG 


101024 


A 


30-09-1997 


BR 


9507964 


A 


02-09-1997 


CA 


2192370 


A 


14-12-1995 


CZ 


9603591 


A 


12-11-1997 




KJ / UJJ7J 


A 
M 


n?-P)d-1 QQ7 


FI 


964845 


A 


04-12-1996 


HU 


76260 


A 


28-07-1997 


JP 


10501797 


T 


17-02-1998 


NO 


965239 


A 


06-12-1996 


pi 




A 
M 


In vt 177/ 


SK 


154896 


A 


06-08-1997 


ZA 


9504678 


A . 


08-12-1995 


AU 


7459894 


A 


28-02-1995 


CA 


2168988 


A 


16-02-1995 


WO 


9504547 


A 


16-02-1995 


EP 


0713398 


A 


29-05-1996 



Fotmblatt PCT7ISA/210 (Anhang Paten«arnilie)(Jull 1992) 



4SDOCID: <WO 9822508A3_I_> 



